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論 文 内 容 要 旨
序 論
抗生物質の発展の歴史は、耐性菌の出現 と、それを克服す るための新 しい
抗生物質の探索の経過 と言 って も過言ではない。更 に又、一般 に有効 な抗生
物質の少ない真菌に対 して活性を示す抗生物質の発見 も期待 されている。本
研究では約10年 前、真菌に対 し、活性を有する抗生物質を検索中、所期の 目
的 とは異なったが、細菌 に対 し活性を示す抗生物質を取得精製 し、その化学
構造、作用機作を検討 した結果、従来、全 く知 られていない新規 な化学構造
と、作用機作を示すことを発見 した。enacyloxin(以 下ENX)と 命名 された本
抗生物質(Fig.1)は 構造の類似 した一群の化合物の総称であ るが、生産菌の
培養中に、菌体外に於て、酸化作用を受 け、活性の最 も強い抗生物質 に変換
されることも発見 した。本酸化作用は培養上清中に検 出された新規酸化酵素
によ り触 媒 され・更 にその補 醇素 も、新輝 物質 の可 能性 が示 唆 された。ENX生
産 菌 は 当 初 、Gluconobacter属Acetobacter属Pseudomonas属 の いず れ と も
部 分 的 に 異 る性 質 を示 す こ と よ り、intemediatestrainと 分 類 さ れ,仮 に
Gluconobacter属 と さ れ たが 、 そ の 後 あ らた に採 用 さ れ た属 名Pで あ る
Frateuriasp.と 同 定 され た 。Frateuria属 細 菌 の 抗 生 物 質 生 産 と い う報 告
は現 在 まぞ な さ れ て毒 らず 、 本 研 究 に タ る もの が 最 初 で あ る。
第1章ENX生 産株 の取得 及 び同定
第1節ENX生 産 株 の取 得
Sucroseを 炭 素源 とす るCzapek-Dox寒 天平板 培地 に赤パ ンか びを生 育 させ
各種 土壌 試料 を水 に懸濁 させ、平 板上 の一 部 に、塗沫 させ30℃ で観 察 した と
ころ、寒 天 中に黄色色素 を生 産 し、拡 散 され た色 素 の先端部 で赤パ ンかび の
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胞 子 が著 し く発生 す る現 象を見 出 した。 本色 素(後 にenacyloxinと 命名)を
生産 す る細 菌を単離 し、 本色素 が赤 パ ンか びの胞子形 成 を促 進す るこ とは確
認 され たが 、菌糸 の伸長 に は影響 は少 な く、抗真 菌活 性 は低 い ことが示 唆 さ
れ た。
第2節ENX生 産株 の 同定
ENX生 産 株(W-315)は 常 法 に 従 い、 ブ イ ヨ ン平 板 培 地 に塗 沫 し、 単 一 コ
ロニ ー を単 離 した。W-315株 は偏 性 好 気 性 、Gram(一),極 鞭 毛 を有 す る桿 菌
(Fig・2)で あ りGC含 量64・4モ ル%・ ユ ビキ ノ ン:Q8を 示 す こ と等 よ り
Frateur⑫ 属細 菌 と同 定 し,Frateuriasp.W-315株 と命 名 した(Table1)。
第2章ENXの 発酵 生産 と精製
第1節ENXの 培 養
W-315株 を ブイ ヨン培 地、 ブ ドウ糖添 加 ブイ ヨ ン培地、 ブ ドウ糖及 び酵 母
エキ ス添加 ブイ ヨン培地 等で生育 させて も培養 上清 はENX特 有 の黄色 を示 さ
ないが、赤 パ ンかびをCzapek-Dox培 地 に培 養 し、 その ろ液(spent皿ed.)に
W-315株 を接 種す る と著 しい黄色 を呈す るこ とよ り、・以下赤 パ ンかび の培 養
とW-315株 の培養 の二 段 階培 養 を抗 生物質 生産 に用 い た(Table2)6培 養経
過(Fig.・3)よ りENX生 産 はW-315株 の対数 増殖期 中に開始す るの が特徴 であ
り、放線 菌や 枯草菌 の抗生物 質の生 産が定 常期 以後 よ り開始 す るの に比 べて、




W-315株 培養 液の遠 沈 によ り得 た上 清 を塩酸 酸性下 、エ ーテル抽 出 し、エ
ーテ ル層 よ り1%NaHCO3溶 液 にENXを 転 溶 し、更 に塩 酸酸性 で再度 工 一テ
ル抽 出 してエ ーテル層 を乾固 し粗粉 末 と した。 黄色微細 針状結 晶粉末 を1%
NaHCO3溶 液 に可 溶化後 、抗菌活 性 を調 べ た結果 、抗真 菌活 性 は非常 に弱 い
が広 い抗細 菌活性 が認 め られ た。粗粉 末 は順 相 及び逆相 のTLCで 繰 り返 し単
離精 製 した(Table2)。 なお、本 物質 の精 製操 作 は安 全光 また は暗所 で行 っ
た。
第3章ENXの 構造 解析
量 的 に最 も生産量 が多 く抗菌活 性 の最 も強 いENXIIaに つ いて の検 討結果
を主 と して以 下述 べ る。
第1節ENXIIaの 物 理 化学 的性質
ENXIIaは メ タ ノール溶 液 よ り乾固 す る と、極 く微細 な結 晶状 を呈す る黄
色物 質 であ る。 室温 でのUV吸 収 スペ ク トル は365n皿 に極 大吸収 を もち、共 役
ポ リエ ン系の存 在が示 唆 されたが 、共役 系 の微細構造 を示す特徴 的 な吸 収 は
得 られ ず、液体 窒素 中で測定 す る ことで カル ボニ ル と共役 したペ ンタエ ンク
ロモ フ ォアの存在 が確認 された(Fig,5)。pH変 化 で吸収 に殆 ど変 化が ない こ
とよ り解離基 は存 在 しな い と推 定 され た。IRス ペ ク トル(Flg.6)よ り水 酸基
(3400c皿 曹1)、 カル ボキ シル基(～2500,1710cm-1)及 び、 ポ リエ ン(1620,
1575,975cm-1)等 の存在 が推定 された。
第2節 ENXIIaのHSspectro皿etry
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FAB-HS(Fig.7)に よ り(H+Naン 又 は(H+K)+で2個 の塩 素 原 子 が 存 在 す る
場 合 に見 られ る 同位 体 の 分 布 を示 す 分 子 イ オ ン ピー クが 得 られ、 ま た 、
Beilsteinテ ス トで ハ ロ ゲ ン原 子 の 存 在 が 示 され た 。HRFAB一 盟Sよ り(H+Naγ
724.2226(found),724.2267(calcd.)が 与 え られ 、 分 子 式C33H450nNCI2
を決 定 した。
第3節ENXIIaのNHR
13C -NHRに よ る炭 素 数(Table3)は33個
、 カ_バ メ イ ト基 に よ る展 型 的 な
ケ ミカル シフ トが158.6PP。 に見 られ た11HMRに よ 癬 析 はENX、 、、 とそ
の メ『チ ル エ ス・テ ル を 用 い て 行 っ た(Fig.8)。 測 定 方 法 はcosY、PsDQF-cOsY,
HOHAHA等 を用 い 次 の フ ラ グ メ ン トを 検 出 した(Fig.12)。C(1)～C(6),C(1')～
C(5')、C(6')～C(10')、C(12')～C(15')、C(17')～C(23')。 これ らの フ ラ
グ メ ン トのっ な が りはHMBCス ペ ク トル よ り求 め た 。 以 上 よ りENXIIaは 大 き
く2つ の 部 分 よ り成 り立 って い る こと が 示 さ れ た。 即 ち 、 シ ク ロヘ キ サ ンカ
ル ボ ン酸 部 分 と酸 化 度 の 大 き な 直鎖 部 分 で あ る。
16'位 の メ チ レ ンの プ ロ トンは重 メ タ ノ ー ル 中 で 除 々 に消 失 す る が べ これ
は15'位 の カ ル ボニ ル の エ ノ ー ル化 に よ るH-Dの 交 換 に よ る もの と考 え られ
た。 水 酸 基 は4,13',14',17',位 に存 在 す るが 、 メ チ ル エ ス テ ル の デ ー タで 解
析 した 。 即 ち 、 これ ら水 酸 基 の プ ロ トン は重 水 添 加 で 消 失 し、 そ して オ キ シ
メ チ ンの シグ ナ ルが よ り シ ャ ー プ な もの と して 観 測 さ れ た 。 塩 素 原 子 の 結 合
位 置 は 消 去 法 で 求 め た。 液 体 窒 素 存 在 下 で 求 め たUV吸 収 極 大 値 が ペ ン タエ ン
の 文 献 値 よ り約12nm深 色 移 動 して い る こ と よ り、6'位 の メ チ ル及 び11'位 の
塩 素 が そ の 原 因 と考 え た 。
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共 役 二 重 結 合 部 分 は メ チ ル エ ス テ ル を重 ベ ンゼ ン中 で 測 定 した シ グナ ル 及
びNOEよ り全 て トラ ン ス配 位 で あ る こ とが 示 さ れ た(Fig.9)。 シ ク ロヘ キ サ
ン部 分 の 立 体 化 学 はNMRの 解 析 よ りC(1)の カ ル ボ キ シル基 とC(4)の 水 酸 基 は
equatoria1,C(3)の ア シ ロキ シ ル基 はaxia1の 配 座 で あ る こ とが 決 定 され た 。
ま た、 同 部 分 の 絶 対 立 体 配 置 につ い て は、 分 解 反 応 及 び光 学 活 性 体 の 合 成 よ
り(1S,3R,4S)の 配 置 を 有 して い る こ とが 示 さ れ た 。 以 上 の 結 果 、ENXIIa
の 化 学 構 造 と して(1S,3R,4S),(2'E,4"E,6'E,8'E,10'Z,2『E)一3一
(19'一carba皿oyIoxy-11',18',一dichloro-6の,12'一di皿ethy1-15'一 〇xo-13',14',
17'一trihydroxytricosa-2',4r,6',8',10',20'一hexaenoyloxy)一4-hydroxy-1-
cyclohexanecarboxylicacidが 決 定 した 。 現 在 ま で 確 定(ENXIIa,IIも,IVa,
IIIa,laJla-1訓e,Decarba皿oylIla,DecarbamoylIVa)ま た は混 合 物 の た め
ス ペ ク トル よ り推 定(上 記 以 外)さ れ た 構 造 をFig.10に 示 した 。
第4章ENXIIaの 作用機 作
第1節 菌体 内高分子 物質合成 に対 す る効 果
ENXIIaは 広 くGr舳(+)(一)の 細菌類 に抗菌活 性 を示す が(Table4)、 糸状
菌 に は こぐ弱 い活 性、 また酵母 には全 く抗菌活 性 を示 さな い。第3章 で も述
べ た よ うにENXは ポ リエ ン系抗 生物質 であ り、 従来 報告 されて い るポリエ ン
系 抗生 物質 の作 用(糸 状 菌、 酵母 の細胞膜 の崩壊 、細 菌 には無 効)と は全 く
異 な る作 用 であ る。 なおENXIIaの 抗細菌 活性 は静菌作 用 であ る61
ENXIIaの 細 菌 に対 す る一 次作 用点を調 べ るため に細胞 内高 分子物 質合成 層
に対 す るENXIIaの 作 用を検 討 しFig.11に 示 した。高分子 物質 の夫 々あ前駆
体 と考 え られ る放射性 化合物 を大腸 菌の生育 培地 に添加 し玉 短 時間 での菌体
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のTCA不 溶画分 への放射 能 の取 り込 み に対 す るENXIIaの 効果 を調 べた。
DNA,脂 質,細 胞 壁合成 に は全 く影響 を与え なか ったが、 蛋 白質 合成 に対 して
は、薬 剤添加 濃度 に比例 して、 取 り込 み 阻害 が見 られ た。RNA合 成 に対 して
は添加 量 に比 例 して幾 らか の促 進が み られたが、 この現 象 は細 菌の タンパ ク
合成 阻害剤で あ るク ロラ ムフ ェニ コール に於 いて、既 に調べ られて お り、 不
安定 な リボ ソームRNAの 合成 が促進 され るた め とされて いる21。
第2節 大腸 菌無細胞 系を 用 いた タ ンパ ク合成 阻害
以上 の結果 よ り一次作 用点 はタ ンパ ク合成 の段 階 と推 定 され たので、次 に
大 腸菌 の無細胞 系で の タ ンパ ク合成 に対す る効果 を大 腸菌 の30,000×g上 清
区分、S-30を 用 いた系 で行 った3,。Table5に 示す よ うに、ENXIIaは 鋳 型
と して添加 したpolyUに 依存 したタ ンパ ク合成 を著 し く阻害 し、 その阻害 活
性 はク ロラム フェニ コール の値 を大 き く上 まわ った。 そ こで、 リボ ソームで
の蛋 白質合成 のい くっ かの段 階 に対 す る阻害 活性 を検 討 した。 まず 、 ア ミノ
酸の活性 化 およびa皿inoacy1-tRNA合 成 に対 す る効 果(Fig.12)を 調 べ たがEN
XIIaの 添加量 を増 加 させ て も有意 な変 化 は見 られ なか った。
,次に、a皿inoacy1-tRNAの リボ ソームへの結 合 に対 す る作 用 を調べ だ結果 、lr
ENXIIaは 明 らかに本反応 に対 し阻害 を示 し、大腸 菌 の生 育 を ほぼ完全 に阻
害す る薬剤 濃度で、 約50%の 阻害活性 が示 され た(Table6)。 これ は リボ
ソーム のAsiteに 対 す るaminoacyll-tRNAの 結合(ペ プチ ド鎖延 長反 応め前
半部 分)を 、 ほぼ完 全 に阻害 した もの と考え られ る。'・/・ ・
ペ プ チ ド鎖延 長反応 の後半 部分 で あ るペ プチ ド転 移反応 に対 す るENX'Ila'
の効果 をp町o町cin反 応 に よ り検 討 した結果(↑ablb7)、 ・阻害 は認 め られ な'
一1.99一
か った 。 以 上 の 結 果 、ENXIIaは 主 と してa皿inoacyl-tRNAが リボ ソ ー ム のA
siteへ 結 合 す る反 応 を 阻 害 す る こ と に よ り、 抗 細 菌 作 用 を示 した もの と考 え
られ る(Fig.13)。
第5章 赤 パ ンかび培 養 ろ液 中 のENX生 産 に対 す る有 効成分 と
その再 構成
第1節spent皿ed.中 の有 効成 分
spentmed.中 の有効成 分 を解 析す る ことには二つ の意義 が考え られ る。 一
方 は未知 因子の存在 の可 能性 であ り、他方 は培 養 に於 ける繁 雑 さの解消 で あ
る。有効成 分を測定 す る基 本培地 と して 、Pseudomonas属 細 菌の生 産す る色
素 ピオ シアニ ンの生 産培地King'sA皿ediu皿 を用 いた。予備 的 にspent皿ed.
をエ ーテル抽 出 したが、 水層、 エ ーテル層 共 にENX生 産 促進活 性 が認 め られ
た ことよ り、 い くっ か の促進活 性 の作 用 をす る成 分が あ る可能 性が 示 された。
ユ.Dowex1へ の吸着
.エーテル抽 出残渣 区分 に もENX生 成 促進 活性 が あ ることよ り、spentmed。
の陰イオ ≧交 換樹脂Dowex1へ の吸着 を試 み た。 吸着 区分 をdilHC1で 溶 出
させ 濃縮 させたadsorbedmaterialsは 、spent皿ed.及 びKing'sAmed.に
対 して いず れ も添加効 果 が認 め られ た(Table8)。
2.adsorbedmaterialsの ゲル ろ過
adsorbed囮terials中 に はか な りの量 の 中性糖 が存 在 す る ことよ りゲル ろ
過 によ る、促進 因子 の分 画を試 み た。Fig.14に 示 す よ うに各 フラ ク シ ョンを
用 いて、W-315株 の生 育、ENX生 成促進 活性 、及 び全糖量 を測 定 した。単糖
類の溶 出位置 に大部分 の糖 が溶 出 され、ENXの 生産 量 もこの単 糖類 の溶 出位
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置 で 最 も高 か った 。
3.単 糖 類 の 同 定
上 記 メ イ ン ピー ク の ペ ーパ ー ク ロマ トグラ フ イ9一 を行 っ た結 果 、 二 っ の ス
ポ ッ トに分 離 し、 主 た る成 分 がGlucose,少 量 成 分 がFructoseと 考 え られ た
(Fig.15)。 も し、Dowex1へ の 吸 着 及 び 溶 出 がGlucoseとFructoseで 同 一
挙 動 を と っ た とす る と、 こ れ はCzapek-Dox培 地 中 のSucroseがGlucoseと
Fructoseに 分 解 され 、 更 に、Fructoseが 優 先 的 に赤 パ ンか び に 利 用 され た可
能 性 が 示 さ れ た。
4.赤 パ ンか び に よ るGlucose及 びFructo忘eの 利 用 及 びENXの 生 産
Table9に 示 す よ うに 赤 パ ンか び の 生 育 はFructoseに 主 と して 依 存 しENX
の 生 産 は主 と してGlucoseに 依 存 して い る よ う に見 られ た。
5.spent皿ed.及 びadsorb6dmaterials中 の糖 組 成
Table10に 示 す よ うに 、 両 者 の 糖 組 成 は ほ ぼ等 しい値 が 示 され た 。 更 に、
興 味 深 い こ とはspentmed.中 で 、Glucoseが 全 糖 の80%を 占 め て い た こ とで
あ る。 結 論 と して 、 赤 パ ンか び は そ の イ ンベ ル タ ー ゼ でSucroseを2っ の 単
糖 に 分 解 し、Fructoseを 優 先 的 に 消 費 し、 そ の 結 果Glucoserichなspent
皿ed.をW-315株 が利 用 してENXを 生 産 した こ と が 示 さ れ た 。
6.GlucoseのENX生 産 に対 す る促 進 効 果
Glucoseに よ るENX生 成 に対 す る促 進 効 果 はGlucoseの 添 加 量 に依 存 して
増 大 した が、 聾uctoSeに よ る効 果 は これ らよ り劣 って い た(Table11)。
7.adsorbed皿aterials中 の 有 機 酸
HPLCを 用 い た 有 機 酸 分 析 の 結 果adsorbed皿aterialsO.5皿 正中 慧alicacid
5皿g㌔Succinicacid2.5皿g及 びFu皿aricacidO.25皿gが 存 在 して い た。 ま た、
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フ ェ ノ ー ル 硫 酸 法 に よ り27.5mgの 全 糖 も検 出 され た。
8。adsorbed皿aterialsの 再 構 成
上 記 の結 果 よ りadsorbedmaterials中 の 有 効 成 分 を 、 糖 お よび 有 機 酸 を用
い て再 構 成 し、 効 果 を 調 べ た(Table12)。 糖 お よ び 有 機 酸 を加 え た系 で ほ ぼ
adsorbed皿aterialsの 効 果 が再 現 され た。
第2節 改変Czapek-Dox培 地 で の培 養
上 記 の結果及 びW-315株 の 菌学 的性 質 よ りFig.16に 示 ナ改変Czapek-Dox培
地 を作成 した。 す なわち、炭素 源 はGlucoseを 、 窒素源 はUreaを 使用 し、培
地 をア ルカ リ性 に保つ ためCaCO3を 添 加 した。単純 な組成 の培地 を作 るこ と
を 目的 とした ため、 リンゴ酸等 の有機酸 は添加 しなか ったb培 養 上清 のHPLC
のパ ター ン(Fig.17)はspentmed.の 場 合 よ り明 らか に複雑 にな り、 い くっ か
の ピー ク、 特 に量 的 に最 も多 い ピー クは新規物 質 と考え られ た。 前述 した方
法で精 製 され た この ピー ク(ENXIIIa)のFAB-MSパ ター ン(Fig.18)は 明 らか に
ENXIIaと は異 な り塩素原 子 は1個 で あ る ことが推定 された。培 地を変 え る
こ とに よ り塩 素数 の一 っ少 な い、新規物 質が生 成 した ことはENXの 生合 成及
び活性 の変化 の両面 の研究 に対 し興味深 い。 なお、前 述 の有 機酸 を添加 して
も同様 な現象 がみ られ た。
第6章ENXの 生合成 に関係 す る酸化酵素 及 び補 酵素
第1節 発酵 時間 に よ るENXの 種 類の変 動
従 来 よ り発酵 時間 の経 過 に伴 い培地 中のENXの 量が変 化す るこ とは知 られ
ていた。ENX生 成 の前半 にはENXIVaが 、後半 に はENX'Ilaが 量的 に最 も多
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く見 出だ された。 しか しなが ら、両者 の量 比の変 化 はゆ っ くり起 こり、後半
にお いて もENXIVaが 著 しく低 下す るこ とは見 られ なか った。 これに対 し、
菌 体 を除去 した発酵液 上清 を数 時 間冷 蔵保存 す るとENXIIaが 完全 に消失 す
る現象 が見 出され た。Fig.19、Table13に 示す よう に、培養38時 間の上清 を
冷 暗所 に保存 し、HPLCで 分析 す る とENXIVaが 急 激 に減 少 しENXIIaが 増大
した。両者 の和 は3時 間の分 析時間 中完全 に一定 に保 たれ た。 この反 応 は酸
化 反応 であ り、ENXIVaが 化学 量論 的 にENXIIaに 変化 した ことを示 してい
る(30℃ で本反 応 を行 う と副 反応 も進行 し、化学 量論 的 な結 果 とはな らな
い)(Fig.1)。 培 養上清 を90℃ 、2分 聞加 熱す ると本反応 は完 全 に阻害 され
る こと よ り、W-315株 の菌体外 に遊離 され た酸化酵 素 が本反応 を触媒 して い
る可 能性が考 え られた。 そ こで本 反応 に係 わ る酸化 酵素 をENXoxidaseと 仮
に命名 し、精 製 を試 み た。
第2節ENXoxidaseの 精 製
精製 方法及 び結果 をFig.20,Table14に 示 した。 現在 まで部分 精製 の段階
で あ るが、約26倍 まで比活性 は増加 した。Nativege1,電 気泳動 で は5%ゲ
ル濃度 で もゲル内 に移 動せ ずい また超 遠 心 によ り比較 的容 易 に沈澱す ること
等 よ り、酵素 が会合 して い る可能性 が考 え られた。 な お本 酵素 は協 同研 究者
に よ り既 に精製 が完了 して い る。
第3節ENXoxidaseの 性質
本 酵素 の活 性 測定 は生 成 したENXIIaをHPLCで 分別定 量 したが 、一方通 常
の脱 水素酵 素活性 測定 に用 い られ る色 素液 の還元 によ って も測定 され た
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(Fig,21)。ENXoxidaseはhydroxylamineで 阻 害 され る ことよ りpQQ又 は
PQQ類 似の活 性 を持 っ補酵素 を有す るquinoprotein4}の 一 種 と考 え られ る。
細菌 のquinoproteinが 菌体外 に分 泌 され活 性 を示 した とい う報告 は過 去 には
無 く、 もし本 酵素が溶菌 によ らないで分泌 された もの とす ると本研究 が初 め
て の例 と考 え られ る。 そ こで、培養 時 間 とENXoxidase活 性 の培養上 清へ の
出現 の関係 を測定 した(Fig.22)。 培 養18時 間(対 数増 殖初期 ～中期)ま で は
ENX及 びENXoxidaseは 上清 中 に見 出だ され ないが,20時 間 よ りENXIVaと
酵素活 性が共 に検 出 され、更 に続 いてENXIIaが 検 出 された。酵素 活性 とそ
の基質 が同時 に上清 中 に出現 した ことは大 変興 味深 い現象 であ る。
第4節ENXoxidaseの 補 酵素
ENXoxidaseの 補酵素 はPQQ又 はPQQ類 似物 質 と考 え られ るが、 その分離
及 び再構 成 を試み た。部 分精製 したENXoxidaseを エー テル抽 出(塩 酸酸 性)
し、 エーテル層 を乾固後1%NaHCO3溶 液 に溶解 し補酵 素標 品 と した。非 抽
出水溶液 は直 ちにpH7.2に 戻 し、処理 酵素(apo-enzy皿e)と した。Table15に
示 す よ うに、 この処理 で補 酵素 は部分 的 にエ ーテル層 に移行 し、酵素活 性 は
再構成 された。 エーテル 区分の代 りにPQQも 活 性 を示 したが、NAD又 はNADP
では再 構成 は 出来 なか った。エ ー テル区分 とPQQをTLCを 用 いて比較 した結
果(順 相TLC、 鹿OH/aceticacid=70/1)、 両 者のRfは 明 らか に異 な って お り
(Rf.0.67及 び0.13,エ ーテル 区分及 びpQQ)、 本補 酵素 がPQQと は異 な る物
質で あ る可能性 が示 され た。
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結 論
1.東 北大学 農学部 構内 よ り採取 した土壌 試料 よ り新規 抗生物 質ENACYLOXIN
(ENX)生 産株Frateuriasp.W-315株 を単離 した。
2.ENXは 構造 の類似 した一群 の 化合物 であ り、現 在 まで に12種 の構造 を確
定 又 は推定 した。
3.ENXは ポ リエ ン系抗生物 質で あ るが 、 その抗 菌作 用 は従来 報告 された ポ
リエ ン系 抗生物質 とは全 く異 な り、細 菌 の タ ンパ ク合成 、特 に
aminoacy1-tRNAが リボ ソー ムのAsiteに 結合 す るペ プチ ド鎖延長反 応 を
阻害 した。
4。ENX生 産 には赤 パ ンかびの 培 養 ろ液 が必要 とされたが、 そ の有 効成分 を
解析 し、 新 しい培 地 を構築 した。
5.ENX生 合 成 に密 接 に関係 す ると考 え られ る酸 化酵 素 を部分精製 し、新 規
な性質 を発見 した。
6.本 酸化酵 素 の新規 な補酵 素又 はactivatorの 存 在 を推 定 した。
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論 文 審 査 の 要 旨
本研究は土壌より新規なポリエソ抗生物質ENACYLOXIN(ENX)を 生産する細菌を分離 し,抗
菌性物質の精製単離を行い,化 学構造を決定 し,つ いでその生産条件,作 用機作を明らかに し,
さらにその生合成に関与する酵素の存在,性 質を明らかに したものである。
まず第一に,生 産菌についての分類学的研究を行い,酢 酸菌類の一種であるFプα∫甜磁 属であ
ることを明らかに した。ついで抗菌性物質の精製単離を行い,そ の化学構造が塩素を含み,シ ク
ロヘキサンカルボン酸と鎖状のペンタエンカルボン酸がエステル結合した新規なポリエン抗生物
質であることを明らかにした。現在まで12種の同族体の存在が明らかにされた。
次にENX生 産培地の検討を行った。通常はCzapek-Doxに ノVθ雄03クoアαを培養 し,そ の後,
Fγαオ認プぬ属細菌を植菌しENXを 生産させるのであるが,亙 θ曜03ρoγαの培養液中にENX生 産促
進物質が存在することがわか り,そ の同定を行った所,主 要な成分はダルコースであることが明
らかになった。ノVg灘05♪oプαはシュクロースをフルクトースとグルコースに分解し,主 としてフル
ク トースを利用 して,グ ルコースを残存 させ,F鰯 甜磁 はそのグルコースを利用しENX生 産す
る機構が明らかにされた。
ENXは グラム陽性,陰 性の細菌に強い抗菌作用があるが,糸 状菌や酵母には殆 ど無効である。
大腸菌を使用 して,細 胞壁ペプチ ドグリカン,DNA,RNA,脂 質,タ ンパ ク質などの高分子物質
生合成にたいするENXの 阻害作用を調べた結果,タ ンパ ク質合成のみが阻害 され ることがわ
かった。さらに加碗mの タンパク質生合成系をもちいて調べた結果,ア ミノアシルーtRNAの リ
ボソームのAサ イ トへの結合を阻害 していることが明らかにされた。
さらに,F鳩 θκ廟 の培養上清を冷蔵 している間に主要なENXの 一成分であるENXIVaが 別
の主要な成分ENXIIaに 定量的に変化する事を発見 し,こ れはENXIVaをENXIIaに 酸化する
酵素の存在に起因する事を明らかに した。この反応はENXIIaの 生合成に関係し,酵 素は細胞外
に排出されていると推定 した。またこの酵素を部分精製 し,そ の助酵素が ピロロキノリンキノン
(PQQ)ま たはPQQ類 似化合物であることを明らかにした。
以上ように,本 論文はFr鷹 θπプ如属細菌の生産す る新規なポリエン抗生物質群の化学構造,生
'産条件
,作 用機作,生 合成に関与する一酵素の性質を明らかにしたもので,こ れらの知見は微生
物生理化学に新知見を加えるものと思われ,審 査員一同は博士(農 学)を 授与するに値するもの
と判定した。
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